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1. Decapeptidamide der ajlgemeinen Forrael 

PyrGlu-His^Trp-Ser-RrRrR3-Arg-Pn>-Gly-NH2 

to der R« Tyr oder Phe, R, D-Nle, D-Nva, D-Abu, 
D-Phe, DnScr, D-Tbr oder D-Met und Rj Leu, ne 
oder Nle bedeutea 

Z Decapeptidamid nach Ansprucfa 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi R ( Tyr, Ri D-Ser und R3 Lea 
bedeutea 

3. Decapeptidamid nach Ansprucfa 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi R t Tyr, R* D-Phe und R3 Lea 
bcdcute n 

4. Verfahren znr HersteDung der Decapeptidami- 
de nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet; dafi 
man in an sicfa bekannter Weise L-Pyroglutaminsau- 
re oder em der in Anspruch 1 angegebenen 
Aminosauresequenz entsprechendes, N-terminal en 
nen l^Pyroglutaminsaurerest aiifweisendes Pepdd- 20 
fragment mh einer Aminokomponente, die dem 
restCchen Tcfl dcs gewQnschten Decapeptidaniids 
entspricht, kondensierf, wobei die beiden Reaktions- 
partner wahlweise eine oder mehrere Schutzgrup- 
pen enthalten kdnnen, und die gegebenenfalls 25 
vorhandenen Schutzgruppcn abspaltet. 



to 
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Die Erfindung betrifft neue Decapeptidamide mit 
starker ovulationsinduzierender Wirkung der allgemei- 
nen Formel 

?jriGhi-His.Trp-Ser.R r R r R r Aig-Fro-Gly-NH 2 Q) » 

in der R, Tyr oder Phe; R2 D-NIe, D-Nva, D-Abu, D-Phe, 
D-Ser. D-Thr oder D-Met und Leu, He oder Nle 
bedeuten. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur ao 
HersteDung der Decapeptidamide der Forme! (Q. 

In der Beschreibung und den Patentansprffcfaen sind 
Aminosauren und Peptide und ihre akttvierten Carb- 
oxyl- oder Scmitzgruppen mh Abkflrzungen bezeichnet, 
wie sie entweder auf dem betreffenden Fachgebiet 45 
gebrftuchOch sind oder vom Committee on Biochemical 
Nomenclature 1UPAOIUB vorgeschlagen wurden. 
Wenn nkht anders angefQhrt ist, weisen die Amuiosflu- 
ren L-Konfigu ration auf. 

Folgende AbkQrzungen wurden beispieiswcise ver- so 
wendek 



Abu: a-Aminobuttersa'ure 

Arg: Arginin 

BOC; tert-Butoxycarbonyl 

Bzl: Benzyl 

DCC: N^'-Dteyclohexylcarbodiimld 

Gly: Oiycin 

His: Histidm 

HONBj N*Hyo>oxy-5-norbornen-23-dicarb- 

oximid 

lie: isoieucSn 

Leu: Leucin 

Nle: Norleucin 

Nva: Norvalin 

Met: Methionin 

OMe: Methylester 

OBzJ: Benzylester 
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ONB: N*Hydroxy-5-norbornen-2 v 3-4i* 

carboximidester 
OSu; N-Hydroxysu^cnwmdester 
Phe: PhenyJalawn 
Pro: Pro Up 
PyrGhi; Pyroghitaminsaure 
Sen Serin 
Thn Threonin 
Tos: Tosyl 
Trp: Tryptophan 
Tyr: Tyrosin 

Es ist bekannt, dafi der Hypothalamus Faktoren 
enthaJt, welche auf hdherer Ebene die Sekretion 
topischer Hormone aus der Hypopbyseregeln. 

Nach der IsoGerung eines Thyrotropin frecetzenden 
Hormons fTRH) wurde ein Honnon, das Iuteinisierende 
Hormone freisetzt (LH-RH), in reiner Form aus 
Schweinen und Schafen extrahiert und als ein 
Decapepud der folgenden Stmktur identifiziert: 

I^to-His-Tip-Ser-^ 

[A. V. Schally etaL, Biochem. Biophys. Res. Cbmmua, 
43, 1334 (1971): R. Gufflemin et ai, Proa Nat Acad. Sd, 
USA, 69, 278 (1972)} Auf diese EriceimtmV fblgte die 
Herstehung einer Anzahl fihnficher Peptide. Mit den 
analogen Peptiden wurden auch bioiogtsche Tests 
durchgefflhrt Da jedoch die physiologische Wirksam- 
keit des Peptids selbst durch germgfDgige Modifflcatio- 
nen in der oben angefunrten Ammos&unezusammenset- 
zung stark beeintrachtigt wird, mufi die oben angefOhrte 
chenusche Stmktur als wesentfich fDr die Erzielung der 
maximalen physiologischen Wirksamkeit angesehen 
werden [A.V. ScbaDy etaL, Biochem. Biophys. Res. 
Cwnmun, 4,366(1972)}. • 

KQrziich verdffentlichten Monahan etaL in »Biocbe- 
mistry* Band \% Sehen 4616-^4620 (1973), dafi unter 
den von ihnen hergesteflten LH-RH-AnaJogen wie z. R 

[Ala*JLH-RH, [D-Ala^JLH-RH* 
[V aFJLH-RH, [D* VaFJLG-RH, 
[ProfjLH-RH und |p.Pro*JLr*-RH 

jene der Formel [D-Ala*JLH-RH die stfirkste Wirksam- 
keit aufweist, namlich 550-450% der Wirksamkeit der 
Stamrn-LH-RH-Verbindung. Die Literatur lehrt welter- 
tun, dafi LH-RH-Analoge, die in Steilung 6 eine 
D-Aminosflure mit einer grOfieren Anzahl von Seiten- 
ketten anfweisen, als D-Ala, weniger wirksam sind als 
das Stammhormon. Trotz des oben angefflhrten Standes 
der Technik ist es gelungen, Pofypeotide der Formel (I), 
in welchen die r>Ammosflure in Steilung 6 etne grdflere 
Anzahl von Seitenketten aufweist als D* Ala, herzustel- 
len und auf ihre LH-RH- Wirksamkeit zu testea Dabei 
wurde QberraJchcnd gefuflden, dafi die erfmdungsgem&- 
Ben Polypeptide der Formel (I) urn wenigstens 1000% 
wirkimgsvoUer smd als ihre Slamm-LH-RH-Hormone. 
Die Erfindung beruht auf diesen Erkenntnissen. 

Hauptziel der Erfindung hi daher die Bereitsteilung 
von neuen Decapeptkiamiden der Formel (I) und 
starker ovulauonsinduzierender Wirksamkeit 

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist die Bereitsteilung 
eines Ver/ahrens zur HersteDung der Decapepiidamide 
der Formel (I). 

Die Gegenstfinde der Erfindung gehen aus den 
AnsprQchen hervor. 

Der Reaktant (A) ist daher L- Pyroghitaminsaure oder 
ein Peptidfragment, das eine N-endstAndige L-Pyroglu- 
taminsfiure aufweist und auflerdem von dort an die 
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Aminos&uresequera der Formel (!) besitztt Der mit dem Reaktan ten (A) und (B) gegebenenfalls geschfl tzt sintt 
ReaJ^ten(A)wkopdem?ierendeReaJctant(B)i^eine Grundlegende Kombfoatfonsmaglichkelten der 

Anunkoroponente, weJcbe dem Rest des Decapeptid- ReaJoamen (A) und (B) sind mis der nacbstehenden 

amlddenvates der Formel (I) emspricht, wobei die Tabelje 1 ersicbtlicb. 



TabeUe 1 

Kom- Reaktant 

bfaa- (A) (») 
tioa 



1 PyrGlu-OH H-His-Tip-Ser-R,-R2-R3-AiB-Pro-Gly-NH 2 

2. PyrGlu-HIs-OH H-Tip-Ser-Ri-R 2 -Rs-Arg-Pro-Gly-NH2 

3 PyiGIu-His-Trp-OH H-Sci-Rj-Rj-Rj-Arg-Pro-Gly-NHj 

4 PyiGlu-His-Ttp-Ser-OH H-R^Rj-Ra-Arg-Pro-Gly-NHj 

5 PyiGlu-ffis-Trp-Ser-R>-OH H-R 2 -R 3 -ArgHPro-Gly-NH 2 

6 PyrGlu-His-Trp-Ser-R.-R 2 -0H H— R$— Arg— Pro-Gly-NH 2 

7 PyiGIu-His-Trp-Ser-Rj-R2-R3-OH H-Arg-Pro-Gly-NH 2 

8 PyiGIu-His-Tip-Scr-R,-R 2 ~i^-Aig-OH H-Pro-G!y-NH 2 

9 pyrGIu-His-Trp-Ser-R,-R 2 -R3-Aig-Pro-OH H-Gly-NH 2 
10 PyrGiu-His-Tip-Ser-R,-R2-R3-Arg-Pn>-Gly-OH NH 3 

Es ist auch bekannt, daB erne geschtttzte L-Ghitamyl- Vor der Kondensation kdunen die Carboxyi- und 

gruppe der allgemeinen Formel (II) 30 Aminogruppen, welche an der beabsichtigten Reaktion 

8 * * nicht teflnehmen sollen, geschQtzt werden oder die an 

R,CO— CH-CHjCHCNHJCO— OD der Reaktion teilnehmenden Carboxyi. und/oder 

^* • ■ • Aminogruppen nach an sich bekannten Verfahren 

worinR^meAlkoxygn^ akthriert werden. Die Carboxylgruppen in den Aus. 

AIs Schutzgruppen for die Aminogruppen in den 
H 40 Ausgangsmateri alien sind alle bei der Herstellung der 

O N v .CO — Peptide gebrauchfichen Schutzgmppen /Or Aminogrup- 

^/ pen, wie z. R die Benzyloxycarbonyl-, tert-Butoxycarbo- 

N. / nyl-, Isobornyloxycarbonylgruppen geeignet Die Imi- 

durch in Kontaklbringen mit einer Base wie Z.R nogruppe des Histidins kann durch j^e herkOmmliche 
A^niak a dgL oder dner Saure wie z. R Essigsflure 45 Schutzgruppe wie z.R die Benzyl- To^l-, 2.4-Dm.tro- 
oddgLWgewLelt werden kann und daB die Gruppe phenoKtert-Butoxycarbony^oder Carbobenzoxygrup- 
d7r Formel (II) in dieser Hinsicht der l^Pyroglutamyl- pe geschutet werden. Die Hydroxylgruppe des Senns 
gruppe ™toVt amuvalent ist Das erfindungsgemaBe kann durch jede herkflmmhche Schutzgruppe wie z. R 
vX*n 1st aufder Annahme aufgebaut. daB das die Benzyl-, terL-Butylgruppe und andere atherbildende 
^PyZghitamyI(dh.PyrGlu-) des Reaktanten (A) nicht so Gruppen geschOtzt werden. Die Hydroxylgruppe des 
^ ^P^itamSgroppb selbsr, wndern auch die T^ns kann mit der Benzyl., ten-Butyl- und anderen 

Konde^^nsverfahren »ind das DCC/HONB-Verfah- to noy.CfBnomfithyMV^bo^UliToph^N'HyiTmy^ 

,° S TflsiMLdii iAzidverfahren. das Chlorid- norbornen-^icarboxlmid, N-Hydroxysuccirumid. 

^^iTs^X^S^^^ N-Hydroxyphthalimkloder N-Hyd^nz^ojge. 

^rwn^rklverfahren.dasrXX>Verfahren.da,Aktlv. nannt D.e aktivierten Aminogruppen in den Ausgangs- 

esterverfahren. das des Woodward-Reagens-K-Verfah- matenahen konnen z. B. das entsprechende Phosphor- 

rens, das Carbodiimidazolverfahren, das Oxidationsre- 65 slureamiosein. o.;.„;.i. m, 

duktioWerfahrenundanderelvgl-ThePeptidesBandl Aus der nachstehenden Tabelle sind Beispiele Air 
tSSSTsSEto** LObke Academic Press, New Kombinationen solcher Fonnen^ von ^rboxyl- und 

Y kl Aminogruppen in den Produkten (A) und (B) ersichthch. 
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Tsbplle % 



Beispiele fDr 

Kombws- 

tioaen 



AtwgangsraatcrialJeD 
(A) 

COOH 



NHj 



(B) 

COOH 



m 2 



1*) frei gescfcutzt geschOtzt firei 

2 aktiviert gescfaiitzt frei firei 

3 frei geschOtzt geschQizt aktiviert 

Acmerkung: 

In dem mit *) bezeichuctcn Fan liegt im Rcaktioossystnm vorzugsweise ein Dehydiatisierungs- 
mittel wic z. B, ein Carbodiimid wie Dicydohcxyjcarbodiimid vor. Eine Ausfuhrungsfonn der Er- 
findung tst im nachstehenden Reaktionsschema daigestettt 



PyrGlu-His-Trp + Ser-Rj-Schutzgruppe 

| Kondensation (z. B. DCC/HONB) 
PyrGlu-His-Trp-Ser-RrSchutzgnippe 

Entfemung einer Schutz- 
gnippe (z. B. katalyiische 
Reduktion mit Pd Katalysator) 
PyrGlu-His-Trp-Ser-R, 

1 



N0 2 
I 

Z-R 3 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 

1 Entfemung einer Schutzgnippe 
(z. B. in Oegenwart von HBr)- 

N0 2 

R 2 -R 2 -Arg-Pro-GIy-NH 2 
I 



Kondensation (z. B. in Gegenwart von DCC/HONB 
oder DCC/l-Hya^corybenztriazol) 

N0 2 



PyrGhi-His-Trp-Ser-R I -R ? -R 3 ~Aig-Pro-Gly-NH 2 



J: 



Entfemung einer Schutzgnippe (z, B. in Gegen- 
wart von SnCl 2 in Ameisensaure-Wasser, katalyti- 
scher Reduktion mit einem Pd Katalysator 
Oder HP) 

PyrGlu-His-Trp-Ser-R,-R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 



Diese Reaktion kann in Gegenwart eines L&sungs- 
mittels durchgefOhrt werden. Das LOsungsmittel kann 
das gleiche sein wie es bei Peptidkomleiisatfonsreaktio- 
nen verwendet wird, Z.B. kdnnen wasserfreies oder 
wSsseriges Dimethylformamid, Dimethyisulfoxkt Pyri- 
din. Chloroform, Dioxan, Dichlorme than, Tetrahydrofu- 
ran sowie geeignete Mischungen soldier LOsungsmittel 
als Beispiele angefOhrt werden. 

Die Reaktionstemperauir liegt innerhalb eines Be* 
reichs, welcher als for Reaktionen zur Peptidbindungs- 
bildung geeignet bekannt ist, d. h. gewdhnlich innerhalb 
eines Bereichs von etwa -20 bis etwa 30° C Die 
Precursorprodukte (die geschOtzten Peptide) der 
herzustellenden erfindungsgem&Ben Verbindungen 
kdimen leichf nach derrt Festphasesyntheseverfahren 
hergestellt werden. 

Nach Beendigung der Kondensationsreakuon kdn- 
nen die gegebenenfalls vorhandenen Schutzgruppen 
nach bekannten Verfahren entfernt werden. Als 
Beispiele hierfQr seien katalytische Reduktion in 
Gegenwart eines KaUlysators wie Patladramschwarz, 
Palladium auf Kohle, Platin, Solvolyse mittels Fluorwas- 
serstoff. Trifluoressigsaure, und Reduktion mit metalli- 
schem Natrium in flOssigem Ammoniak genannt 

Das so hergestellte Peptid der Formel (I) kann aus 
dem Reaktionsgemisch nach an sich fur die Gewinnung 
von Peptiden bekannten Verfahren wie z. B. Extraktion, 



Verteihing, Saulenchromatographie gewonnen werden. 

Die erfindungsgemaBe Reaktion kann nach jedem an 
sich bekannten herkdmmlichen Festphaseverfahren 

45 durchgefOhrt werden. 

Das Peptid der Formel (I) kann audi in Form eines 
Saizes gewonnen werden. 

Als Sauren, die mit den Peptiden der Formel (I) Salze 
bilden, seien anorganische S&uren wie Salzsaure, 

30 Bromwasserstoff satire, Perchlorsiure, Salpetersflure, 
Rhodanwasserstoffsaure, Schwefetsdure, Phosphors&u- 
re und organische Sfluren wie Ameisens&ure, Essigs&ure, 
Propionsaure, Glycolsaure, Miichsfiure, Brenztmiben- 
saure, Oxals&ure, Malonsfiure, Bernsteinsaure, Malein- 

55 afiuf e, FumarsSure, Anthranylsaure, Zimtsfture, Naptha- 
linsulfonsflure oder Suifanylsdure genannt . 

Die erftnduiigsgemaBen Decapeptide der Formel (I) 
besitzen LH-RH- Wirkung (d h* sie setzen ein lutemisie- 
rendes Honnon frei) und fdrdern daher die Sekretion 

60 von luteinisierendem Hormon (LH) und foilikeistimulie- 
rendem Hormon (FSH). Die Polypeptide der Formel (1) 
sind daher for die Verwendung air FOrderung der 
Ovulation bei Frauen und Tieren wte ^B. Ratten, 
Schafen, Schweinen. Kuhen, Stuten. Wachteln oder 

65 HOhnern geeignet. sie kfinnen auch for andere 
pha:mazeutischs Zwecke, fflr welche bisher herkammli- 
che LH-RH. LH und FSH-Praparate eingesetzt worden 
sind. verwendet werden. 



7 
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Da die LH-RH-Wirkung der Decapeptide der Formet 
(!) etwa 10* bis 25mal starker ist als die LH-RH-Wir- 
kung der in der Natur vorkommenden Verbindungen, 
kann ihre Dosierungsmenge fDr jede Anwendung auf 
der Basis dieses Vielfachen ermittelt werden t wobei 
auch andere Faktoren (wie z.B. der Empfanger der 
Verabreichung oder die Art der Krankheit) in Betracht 
zu Ziehen sind So kann z. B. eine geeignete Dosierungs- 
menge innerhalb eines Bereiches von etwa 5ng 
(Nanogramm) bis 10 ug taglich pro Kilogramm 
Korpergewicht liegen. 

Decapeptide der Formel (I) werden vorwiegend 
nichtperoral, d. h. mittels Injektion. rektal oder vagina! 
verabreicht obgleich sie in manchen FfiiJen auch peroral 
verabreicht werden. 

Als Beispiele fQr geeignete Darreichungsformen seien 
Injektionen, Suppositorien, Pessarien und Pulver ge- 
nannt Die Injektionen konnen durch l^sen von etwa 
10-500 y eines Polypeptides der Formel (I) in 1ml 
physiclcgbchcr Kcchsslzicsung hergcstelii werden. Die 
Decapeptide der Formel (1) konnen auch durch Zugabe 
von Mannit als Excipienten in lyophilisierte Ampullen- 
produkte ObergefOhrt werden und sind in dieser Form 
jederzeit als Injektionen gebrauchsfertig. 

Die als Ausgangsmaterialien tm erfindungsgemSBen 
Verfahren geeigneten Peptide konnen u. a. nach fOr die 
Peptidherstellung bekannten Verfahren hergestellt 
werden. 

Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher 
erlSutert 

In den Beispielen bedeuten folgende AbkQrzungen 
den Rf-Wert bei Dflnnschichtchromatographie an 
Silikagel mi: den folgenden Losungsmittelsystemen: 

RP: Chloroform/Methanol/EssigsSure 9 : 1 :0,5 
RP: Athylacetat/Pyridin/Essigsaure/ 

Wasser30: 10:3:5 
RP: n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/ 

Wasser 1:1:1:1 

Beispiei 1 

Herstellung von PyrGlu-His-Trp-Ser-Phe-(D)- 
N v a- Leu- A rg- Pro-Gly - N H 2 

a) Herstellung von 
Z-p^Nva-Uu-ArgtNO^Pro-Gly-NH* 

Einer Ldsung von Z-(D)-Nva-OH (380 mg); H-Leu- 
Arg(NO ? >-Pro-Gly-NH2 (690 mg) und HONB (300 mg) 
in 5 ml Dimethylformamid werden 340 mg DCC bei 0°C 
unter Ruhren zugegeben. Das Gemisch wird 2 Stunden 
tang bei 0°C und weitere 10 Stunden lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltriert urn den entstandenen Dicyclohexylharnstoff 
zu entfernen, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt 
Der erhaltcne RQckstand wind in 100 ml Chloroform 
geldst und die Ldsung mit einer 4%igen wasserigen 
Natriumbicarbonatlosung und Wasser gewaschen. Die 
gewaschene Ldsung wird Qber wasserfreiem Magnesi- 
umsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt Der 
Ruckstand wird mit einem Gemisch aus Athyiacetat 
(25 ml) und Ather (25 ml) digeriert man erhalt em 
weiBes Pulver, das abfiltriert und aus Athanol-Ather 
nochmals ausgefallt wird. Die Ausbeute betrtgt 1,12 g, 
[a\f -50,5° (o» 1,1 in Methanol), RP -032. 

Analyse fQr CaaHsjO^N io 
berechnet C5332; H7.27; N 19,43 
gefunden C 53,49; H 7,56; N 19,19 



b) Herstellung von PyrGlu-His-TRp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

Z-(D)-Nva-Uu-Arg(N02)-Pro-Gly-NH2 (1,0 g) wird 

3 in 10 ml 25%igem Bromwasserstoff in Essigs3ure gel6st 
und die Ldsung 50 Minuten lang gerilhrt Das 
Reaktionsgemisch wird mit 200 ml trockenem Ather 
verdfmnt urn einen Niederschlag zu erhalten, dieser 
wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewa- 

io schen. Das gesammelte Pulver wird Qber Natriumhydro- 
xid bei vermindertem Druck getrocknet Dieses Pulver 
wird in 10 ml Dimethylformamid zusammen mit 
(Pyr)Glu-His-Trp-Ser Phe-OH (1,0 g) und HONB 
(440 mg) geldst. Die Ldsung wird auf 0°C gekOhlt und 

is unter ROhren mit 400 mg DCC versetzt. Das Gemisch 
wird 6 Stunden lang bei 0°C und weitere 16 Stunden bei 
Raumtemperatur gerOhrt Dann wird das Reaktionsge- 
misch filtriert urn den entstandenen Dicyclohexylharn- 
stoff zu entfernen, das Filtrat wird unter Zugabe von 

2G 100 ml Ather digeriert, urn cincn Niederschlag zu 
erhalten, welcher abfiltriert wird. Der gesammelte 
Niederschlag wird in I0%igem wasserigem Athanol 
geldst und die Ldsung Qber eine mit Polystyrolharz 
[Arnberlite* XAD-2, 3,5x25 cm] gefOllte Kolonne 

25 geleitet Die Kolonne wird nach dem Gradientenelu- 
tionsverfahren mit 10%igem wasserigem Athanol und 
100%igem Athanol (500:550 ml) eluiert Die Haupt- 
fraktion (380—520 ml) wird gesammelt und zur Trockne 
eingeengt Der RQckstand wird in 5 ml heifiem 

30 Methanol geldst und durch Zugabe von Athyiacetat 
nochmals ausgefallt, um das geschfltzte Decapeptidamid 
zu erhalten. 1,41 g [a]? -35.4° {0=0,12, in Methanol), 
RP - 020, RP= 0,56. 
Das geschfltzte Decapeptidamid (500 mg) wird in 5 ml 

35 wasserfreiem Fluorwasserstoff zusammen mit 0,5 ml 
Anisol bei -70°C geldst Nach 30 Minuten Iangem 
RQhren bei — 5°C wird der Fluorwasserstoff abge- 
dampft Der entstandene RQckstand wird in 20 ml 
Wasser geldst und die Ldsung zweimal mit 10 ml 

40 Athyiacetat extrahiert Die wasserige Schicht wird Qber 
eine mit Carboxymethylcellulose (2x33 cm) gefOllte 
Kolonne geleitet die Kolonne wird nach dem 
Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz eines Am* 
moniumacetatpuffers als Eluens eluiert [0,005 M, pH 6,8 

45 (500 ml) ... 0.2 M, pH 63 (500 ml)} Die Hauptfraktion 
wird gesammelt (420—680 ml) und lyophilisiert, wobei 
ein weiBes Pulver erhalten wird Die Ausbeute betragt 
380 mg, [<x]? -32,4° (c-0,52, in 5%iger Essigsaure. 
RP=0,05,RP-0,68. 

50 Aminosaureanalyse: His 1,01 ; Arg 0,98; Trp 037; Ser 
0,94; Glu 1,00; Pro 1,02; Gly 1,00; Nva 1,01 ; Leu 1,00; Phe 
0\97(Peptidgehalt84%)i 

Beispiel2 

55 Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser-Tyr-{D)-Nle- 
Leu-Arg-Pro-Gry-NHj nach dem Festphaseverf ahren 

a) Herstellung von BOC-Gly-Harz 

In 60 mi Chloroform- Athanol (2:1) werden 10 g 
60 Chlorrnethylharz eingebracht (O-Gehalt 2,0 mMol/g), 
darauf folgt die Zugabe von 103 g BOC-Gly und 8,4 ml 
Triamylamin. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 
1,5 Stunden gerOhrt und dann 24 Stunden Jang erhitzt 
Das Harz wird abfiltriert und gut mit Dimethylforra- 
65 amid, dann mit Athanol Wasser, Athanol und Ather in 
angegebener Rethenfolge gewaschen und getrocknet 
Die Ausbeute betragt 17£5g. Die Aminosaureanalyse 
zeigt daS dieses Harz 0,88 mMoVg BOC-Ghy enthilt 

WW/121 
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b) Hcrstellungdes PyrGlu- HisfTos)Trp.Ser<Bzl)- 
Tyr(Bzl> D-Nle -Uu- ArgfTos)- Pro-Gly- Harzcs 

In das ReaktionsgefaB einer automatischen Peptid- 
herstcllungsvorrichtung (Modell APS-800 von Simadzu 
Seisakusho K.1C. Japan) werden 2,177 g BOC-Gly-Harz, 
das wie oben angefQhrt hergestellt wurde, eingebracht 
und mit Dichlormethan 12 Stunden iang angequollen. 
Ltann werden folgende AminosSuren nach dem unten 
angefQhrten Schema eingebracht: 

BOC-Pro, BOC-ArgfTbs), BOC-Uu, 
BOC-D-Nle, BOC-Tyr(Bzl), BOC-Ser(Bzl), 
BOCTrp, BOC-HisfTos), PyrGlu. 

Dichlormethan (3 Minuten x 3), - 50<H> Trifluo- 
ressigsaure/Dichlormethan (10 bzw. 30 Minuten), 
— Dichlormethan (3 Minuten x 3), -> Athanol (3 
Minuten x 3% - Dichlormethan (3 Minuten x 3) 
-> 10% Triathylamin/Chloroform (10 Minuten) -> 

VHIVIUIVnil ifllliuiwii rx — y » »^.»,.<.w« . \- 

Minuten x 2) BOC-Aminosaureanhydrid (her- 
gestellt aus BOC-Aminos3ure und DCC nach einem 
bekannten Verfahren) (30 und 60 Minuten) 
Acetylierung (mit Sftureanhydrid in Dichlormethan 
und Triflthylamin) (1 Stunde) Dichlormethan (3 
Minuten x 3) [nur PyrGlu wird direkt mit DCC in 
Dimethytformamid kondensiertj 

Das Harz wird mit Athanol, Chloroform und 
Dimethylformamid, dann mit Ather gewaschen und 
getrocknet, die Ausbeute betragt &20 g. 

c) Herstellung von PyrG!u-HisCros>Trp-Ser(BzI> 
Tyr(Bzl>-D-Leti-Leu-Arg(TosVPro-Gly-NH2 

In 50 ml mit Ammoniak gesattigtem Methanol 
werden 2,622 g des nach b) hergestellten Harzes 
suspendiert die Suspension wird bei Raumtemperatur 
70 Stunden lang gerflhrt 

Das Harz wird abfiltrierf und mit Dimethylformamid 
gewaschen. Das Filtrat und die WaschwSsser werden 
zusammengegeben, bei vermindertem Druck zur Trock- 
ne eingeengt und mit Ather behandelt Nach diesem 
Verfahren erhalt man 1 ,1 87 g rohes Pulver. 
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588 mg dieses Produktes werden in einer trockenen 
SSule an 50 g Silikagel gereinigt als EntwicklerflOssig- 
keit wird ein Losungsmittelsystem aus Methanol und 
Chloroform verwendet Man erhalt 186 mg des ge- 
wOnschten Produktes. 

d) Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser- 
Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-Gly-NHj 

In Gegenwari von 0,2 ml Anisol und 0,2 ml Mercapto- 
athanol werden 1733 mg des nach c) hergestellten, 
geschutzten Peptides in 5 ml trockenem Fluorwasser- 
stoff geldst die Ldsung wird bei 0°C 1 Stunde lang 
gerflhrt Nach Ablauf dieses Zeitraumes wird sie bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und das 
Konzentrat in 20 ml Wasser ge!6st Die unloslichen 
Stoffe werden abfiltriert und das Filter fiber eine 
Kolonne (1,5 cm Durchmesser x 20 cm) eines stark 
basischen Anionenaustauscherharzes (Amberlite* 
IRA-410 Acetat-Form) geleitet Die vorgereinigten 
Effluenten werden anschlieBend mitt?!? Carbo*yi mRt hy I- 
ceilulose (1,5 x 22 cm; nach dem Gradientenelutionsver- 
fahren unter Einsatz von 0,005 M bis 0,2 M Ammo- 
niumacetat mit einem pH- Wert von 63) und hierauf flber 
Polystyrolharz (Amberlite* XAD-2) (1,5 x7,5 cm, nach 
dem Gradientenehitionsverfahren unter Verwendung 
von 5-70%igem wasserigem Athanol) gereinigt Das 
Eluat wird derGelfiltrationschromatographie an Sepha- 
dex* LH-20 (03 x 533 cm. 0.1 N Essigsaure) unterwor- 
fen. Man erhalt 39 mg der gewflnschten Verbindung. 
[a] ? -403° (c-Ofi in 5%iger wasseriger Essigsaure). 

Aminosaureanatyse (Saurehydrolyse in Gegenwart 
von Thioglycolsaure): Glu 037; His 037; Trp 034; Ser 
038; Tyr 1.0; Leu 1,00; Nle 1,06; Arg 1,03; Pro 1,00; Gly 
1,03(87% Ausbeute). 

&eispiele3-13 

In der nachstehenden Tabelle sine! Decapeptidamide 
der Formel (I) angefQhrt welche nach einem in Beispiel 
2 angefQhrten ahnlichen Verfahren, jedoch unter 
40 Einsatz der in der Tabelle angegebenen Ausgangsmate- 
rialien anstelle der in Beispiel 2 angefQhrten hergestellt 
wurden. 
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Tabelle 



Bei- 
spiel 



Decapeptidamide (I) 



R 2 



(c-0,5) 
in 5%iger 
wafiriger 
Essigsaure 



Aminosaureanalyse Ausgangsmaterialien, die ansteUe der in Beispiel 2 
angefQhrten eingesetzt wurden 

BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Nle BOC-Uu 



Tyr D-Ser Leu -44.8° 



Tyr D- Abu Leu -43.2° 



Tyr D-Nva Leu -385° 



His 1.02;, 
Trp 057; 
Glu 1.00; 
Gly 1.03; 
Tyr 0.96 
His 056; 
Tip 0.89; 
Glu 1.00; 
Gly 0.99; 
Leu 1.00; 
His UX>; 
Trp 052; 
Glu 1.00; 
Gly 1-01; 
Leu 058; 



Arg 1.01; 
Set \3lx 

Leu 057; 

Arg 1.00; 
Ser 052; 
ftp 1.00; 
Abu0.97; 
Tyr 058 

Ax* 059; 
Ser 051; 
Pro 1.00; 
Nye 057; 
Tyr 058 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Leu 



BOC-TWBd) BOC-D-Abu BOO-Leu 



BOC-TyrfBzQ BOC-D-Nva BOC-Leu 



11 
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Fortsetzung 



Bei- Dccapeptidamidc (I) 
spiel 

R, R 2 Rj 



la* 

in 5%iger 
wflBriger 
Essigsfiure 



Aminosaurcanalyse 



Ausgangsmaterialien, die anstelle der in Beispiel 2 
angefQhrten eingcscut wurden 



BOC-Tyr<Bjtl) BOC-D-Nle 



BOC-Leu 



Tyr D-Thr Leu -37.5° 



Tyr D-Phe Leu 



10 



11 



12 
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Phe D-Nv» He 



-52.4° 



Tyr D-Met Uu -42.0° 



Phe D-Phe Leu -69.5° 



Tyr D-Abu He -38.5° 



Phe D-Ser NIe -32.5° 



Phe D-Nle Nle -35.1° 



-35.5° 



His 1.01 
Trp 0.95 
Ser 0.92 
Pro 1.00; 
Leu 1.00; 

His 1.00: 
Trp 0.87 
Olu 1.00: 
Gly 1.01 
Phe 1.00; 
His 0.98 
Trp 0.89; 
Glu 0.99; 
Gly 1.00; 
Leu 1.00; 

His 1.00 
Trp 0.87 
Glu 1.01 
Gly 1.00 
Phe 1.98 
His 1.00; 
Trp 0.92; 
Glu 1.03; 
Gly 1.00; 
He 0.98; 
His 0.96; 
Trp 0.87; 
Glu LOO; 
Giy 1.00; 
Phe L02 

His 1.00; 
Trp 0.82; 
Glu 1.02; 
Gly 1.00; 
Phe 0.97 
His 0.96 
Trp 0.86 
Glu 1.00; 
Gly 0.98 
He 0.92 



Arg 0.98; 
Thr 1.00; 
Glu LOO; 
Gly 0.99; 
Tyr 0,98 
Arg 0.99 
Ser 0.89 
Pro 0.99 
Uu 0.98 
Tyr 0.96 

Arg 1.00 
Ser 0.92 
Pro 0.98 
Met 0.79 
Tyr 1.00 
Arg 0.98 
Ser 0.98 
Pro 0.98 
Uu 1.00 

Arg LOO: 
Ser 0.88 
Pro 1.00 
Abu0.96 
Tyr 0.98 
Arg 0.94 
Ser 1.87 
Pro 0.99 
Nle 0.96 

M) 

Arg 1.01 
Ser 0.89 
Pro LOO: 
Nle 2.03 

Arg LOO; 
Ser 0.89 
Pro LOO; 
Nvi0.90: 
Bfce0.99 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Thr BOC-Uu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Brf) BOC-D-Met BOC-Uu 



BOC-Phe BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Abu BOC-Ile 



BOC-Phe BOC-D-Sei(Bzl) BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nle BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nva BOC-Ile 



Vergleich der ormUtionsinduzierenden Wiitsamkeit der erfinduAgsgemifleii Decapeptid- 
i PytOlu-Hb-Trp-Ser-R l -R J --Rj--Arg-Pro-Gly-NH 2 roit LH/RH 



R 5 



OvulatKmsiaduziereade 

Wirfcsamkett 

BD»(i*/l00gb.w.) 



Vergleich 



Tyr 
Tyr 

iyr 

Tyr 
Tft 



Gly 

D-Nle 

D-Ser 

D-Abu 

D-Nva 

D-Thr 

D-IW 



Leu 
Uu 
Uu 



Leu 
Uu 



215 (LH/RH) 
8.0 
M 

7.7 
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Forlsclzung 

Bcisoie) Ri R 2 Ri Ovulationsinduzierende 

Wirksamkeit 
EDjo(ng/100gb.w.) 



g Tyr D-Met 

9 Phe D-Phe 

10 Tyr D-Abu 

11 Phe D-Ser 



Leu 8,6 

Leu 10,8 

He 12,7 

Nle 12,0 



Die ovulationsinduzierende Wirksamkeit wurde nach der in J. Med. Chem. 16, 1144 
(1973) beschriebcnen Methode bestimmt. 
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